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Gegensiand der vorliegcndcn Erfindung ist ein Ver- 
fahrcn zur Abtrennung und Reinigung von Biopolyme- 
ren durch Affinitatschromatographie mit Hilfe von po- 
rdsem Silicagel und daran oberflachlich kovalent gebun- 
denen Affinitatsliganden. 

Fur die Affinitatschromatographie werden in erster 
Linie pordse Trager wie Dextrane, Agarosen, Acryla- 
mid etc. eingesetzt, die PorengrdBenverteilungen zwi- 
schen 200 und 1000 A aufweisen. An diese Materialien 
sind beispielsweise kovalent Antikorper gebunden. Mit 
derartigen Materialien ist es moglich, Proteine wie Insu- 
lin, Interferone etc im industriellen MaOstab zu reini- 
gen. 

In der US-PS 44 15 665 ist eine spezielle Methode zur 
kovatenten Bindung von biologisch aktiven organischen 
Substanzen an polymere Trager beschrieben, zu denen 
unter anderem Agarose, Cellulose und Kieselsauregel 
zahlen. Verwendet wurde in den Beispielen 4 und 5 ein 
poroses Silicagel unbestimmter PorengrdBe und unbe- 
stimmter KorngrdBe. Kovalent gebunden wurde 
N 6 -(6-Aminohexyl)-Adenosin-5'-Monophosphat Dieses 
Material ist jedoch nicht fur die Affinitatschromatogra- 
phie geeignet 

Die DE-OS 32 11 309 betrifft ein Verf ahren zur Ab- 
trennung und Reinigung von Biopolyrneren mittels lo- 
nenaustauschchromatographie. Dabei wird poroses 
Kieselsauregel verwendet, an dessen Oberflache eine 
ionische Gruppe gebunden ist Dieses Material eignet 
sich hervorragend zur Trennung von Nukleinsauren 
und Proteinen. Charakteristisch fur dieses Material ist, 
daB definierte enge PorengroBebereiche verwendet 
werden, welche das 1- bis 20fache der zu trennenden 
Nukleinsauren oder Proteine besitzt 

Die FR-A 24 03 556 offenbart chroma tographische 
Trennmaterialien, bei denen Antikorper auf pordser 
KJeselsaure adsorbiert werden und dann untereinander 
vernetzt werden. Die Liganden umschlieBen somit die 
Kieselsaurepartikel. Eine kovalente Bindung der Affini- 
tatsliganden an das Trennmaterial ist mithin nicht ge- 
wahrleistet. 

Die Erfindung hat sich die Aufgabe gestellt das Ver- 
fahren zur Abtrennung und Reinigung von Biopolyrne- 
ren durch Affinitatschromatographie mit Hilfe von po- 
rdsem Kieselsauregel und daran oberflachlich kovalent 
gebundenen Affinitatsliganden zu verbessern, so daB 
hiermit eine rasche, zuverlassige und hochspezifische 
Abtrennung und Reinigung von Biopolyrneren moglich 
ist 

Dabei soil einerseits der meistens sehr teure Affini- 
tatsligand, wie zum Beispiel Antikorper, optimal ausge- 
nutzt werden, zum anderen auch die Menge des Trager- 
materials so klein wie moglich gehalten werden, urn 
unndtige Verluste und Verdunnungen zu vermeiden. In 
tensive Untersuchungen verschiedener pordser Trager, 
verschiedener Affinitatsliganden und verschiedener 
durch die Affinitatschromatographie zu reinigender 
Biopolymere haben zu dem uberraschenden Ergebnis 
gefuhrt, daB die oben genannte Aufgabe optimal da- 
durch geldst werden kann, daB pordses Kieselsauregel 
werden mit definierten engen PorengrdBenbereichen 
verwendet wird, welche jeweils das 5- bis 20fache der 
GroBe des zu reinigenden Materials aufweisen, dadurch 
gekennzeichnet, daB die Biopolymere durch Affinitats- 
chromatographie an oberflachlich liber Kupplungsrea- 
genzien kovalent an das Kieselsauregel gebundenen 
Antikdrpern oder anderen mehr oder weniger groBen 
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Substanzen, wie Protein A, mit spezifischer Affinitat zu : 
den zu reinigenden Biopolyrneren als Affinitatsliganden, 
abgetrennt und gereinigt werden. 

Werden Kieselsauregele verwendet mit undefinierten 
und breiten PorengrdBenbereichen. kann keines der 
oben genannten Ziele optimal geldst werden. Werden 
Kieselsauregele mit definierten engen PorengrdBenbe- 
reichen eingesetzt, welche zwar grdfler sind als das zu 
reinigende Material, jedoch kleiner als das funffache der 
GroBe des zu reinigenden Materials, werden die teuren 
und wertvollen Affinitatsliganden nur unvollstandig 
ausgenutzt AuBerdem wachst bei kleineren Porengrd- 
Benbereichen bereits die Menge an ausgebluteten Affi- 
nitatsliganden bzw. verunreinigenden Fragmenten der- 
selben. Werden Kieselsauregele eingesetzt mit Poren- 
grdBenbereichen, die grdBer sind als das zwanzigfache 
der GroBe des zu reinigenden Materials, so sinkt die 
Oberflache des Materials in so erheblichem MaBe, daB 
unndtig grofle Mengen Kieselsauregel eingesetzt wer- 
den mussen und ein unndtig groBes Volumen von Elu- 
tionsflussigkeit eingesetzt werden muB, urn die ur- 
spriinglich gebundenen Biopolyrneren wieder aus dem 
Material auszuwaschen. 

Dies ist insbesondere bei therapeutisch einzusetzen- 
den Biopolyrneren aufierordentlich unerwiinscht 

Innerhalb des erfindungsgemaBen Bereiches vom 
funf- bis zwanzigfachen der GroBe des zu reinigenden 
Materials ist der untere Bereich bevorzugt fur praktisch 
kugelfdrmige Biopolymere und der obere Bereich fur 
langgestreckte und sperrige Biopolymere. 

Weiterhin ist der untere PorengrdBenbereich bevor- 
zugt, wenn relativ kleine Affinitatsliganden mit relativ 
kurzen S pacer n an die Oberflache des Kieselsauregels 
gebunden sind, wahrend der obere PorengrdBenbereich 
bevorzugt ist, wenn grdBere und sperrige Affinitatsli- 
ganden und/oder langerkettige Spacer zur Bindung der 
Affinitatsliganden an die Oberflache des Kieselsaure- 
gels zum Einsatz kommen. 

Als oberflachlich kovalent gebundene Affinitatsligan- 
den kommen in erster Linie Antikorper in Frage, Jedoch 
auch andere mehr oder weniger groBe Substanzen mit 
spezifischer Affinitat zu dem zu reinigenden Biopolyrne- 
ren. Ein typisches Beispiel hierfur ist das Protein A aus 
Staphylococcus aureus oder rekombinantes Protein A, 
welches eine spezifische Affinitat zu Immunglobultnen 
(IgG) auf weist 

Besonders bedeutungsvoll ist das erfindungsgemaBe 
Verfahren fur die Abtrennung und Reinigung von Pro- 
teinen, Glykoproteinen und/oder Nukleinsauren, von 
Viren oder Vaccinen, von Zellorganellen, prokaryonti- 
schen oder eukaryontischen Zellen, Micellen oder Vesi- 
keln, von Chylomikronen, VLDL- (very low density), 
LDL- (low density) und HDL- (high density) Lipoprotein 
nen sowie Proteinkomplexen. 

Es handelt sich somit insbesondere um Biopolymere 
mit GroBen von mindestens 5 bis 10 nm bis hinaus zu 
Biopolyrneren mit GrdBen von 500 und mehr nm. Erfin- 
dungsgemaB werden somit pordse Silicagele eingesetzt 
mit definierten engen PorengrdBenbereichen von min- 
destens 30 nm, vorzugsweise jedoch zwischen 50 und 
1000 nm. Prinzipiell kdnnten auch Kieselsauregele mit 
noch grdfleren PorengrdBen eingesetzt werden, jedoch 
ist es bisher technisch schwierig, Kieselsauregele mit 
engen PorengrdBenbereichen dieser GrdBenordnung 
herzustellen. 

Einige typische Anwendungsgebiete fur das erfin- 
dungsgemaBe Verfahren sind im folgenden zusammen- 
gestellt: — 
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Viren und Vaccine zur Impfstoffherstellung 

- Lebend-Vaccine (Pockenviren, 0ca. 250 nm) 

- attenuicrte Virusstamme (Maul- und Klauenseu- 
chc- Viren, 0ca. 250 nm) 

- recombinante Vaccine hergestellt durch gen- 5 
technologische Expressionsverfahren aus hoheren 
Zellkulturen oder Bakterien (z. B. Hepatis B-Virus 
HOllproteinkomplexe, 0 ca. 50 nm) 

- Vaccine auf der Basis von Vesikeln und Micellen 
(0ca. 10-50 nm). 

Organellen 

- Mitochondrien ( 0 ca. 500 nm) 

- Microbodies 

15 

Pro- und eukaryotische Zeilen 

- z.B. Entfernung von Mykoplasmen (0ca. 
100 nm) und Tumorzellen (0ca. lOOOOnm) aus 
Medien oder Blut 

Proteine 

- kleine Proteine: Lymphokine wie z. B. Interferon 
und TNF(MW 10 000- 20 000) 

- mittlere Proteine: gewebsspezifische Plasmino- 
genaktivatoren (MW ca. 65 000) IgG (MW 150 000, 
0 ca. 1 5 nm) Urokinase ( 0 ca. 9 nm) 

- groBe Proteine: lgM (MW ca. 900 000 nm. 0ca. 
90 nm) Blutfaktoren wie z. B. Faktor VIII 
(MW>1 Mio, 0>5Onm) 

Proteinkomplexe 

- Entfernung von lmmunkomplexen wie Rheu- 
mafaktoren (MW 500 000, 0ca.>5Onm) durch 
Blutwasche 

- Enzymkomplexe wie Fettsauresynthethase 
(MWca.23Mio.) 

- filamentose Komplexe wie Microtubule, Actin- 
komplexe 

- Ribosomen 

Micellen und Vesikel 

- Chylomikronen ( 0ca. 100- 1000 nm) 

- VLDL (very low density lipoproteins), 0ca. 
30—50 nm 

- LDL(0ca. 20-25 nm) 

- HDL(0>lOnm) 

Die kovalente Bindung der Affinitatsliganden an die 
Oberflache der Poren des Kieselsauregels erfolgt in an 
sich bekannter Weise, beispielsweise durch Umsetzung 
eines Silans, welches durch anschlieBende Reaktionen 
am orgahischen Rest aktiviert werden kann zur Umset- 
zung mit den Affinitatsliganden. 

Eine besonders schonende und deshalb bevorzugte 
Aktivierung besteht im Aufbau von Alkyl- bzw. Arylsul- 
fonsaureestern. Da diese in besonders schonender Wei- 
se mit Aminogruppen, Hydroxylgruppen und Sulfhy- 
drylgruppen der Affinitatsliganden reagieren und diese 
dadurch schonend kovalent an das Kieselsauregel bin- 
den. Prinzipiell sind aber auch alle anderen bekannten 
Kupplungsreagenzien geeignet, sofern diese nicht zu ei- 
ner elektrischen Aufladung des Affinitatsliganden oder 
einer sonstigen, die Affinitat beeinflussenden Denatu- 
rierung fuhren. Prinzipiell kdnnen sowohl kflrzere als 
auch langere Spacer zwischen Kieselsauregel und den 
Affinitatsliganden eingebaut werden. Besonders bevor- 
zugt sind jedoch solche mit nur 2 bis 5 Kohlenstoffato- 
mea Kurzere Spacer kdnnen zu einer unnotigen steri- 



schen Behinderung der Reaktion zwischen Wfmitatsh-. 
ganden und zu reinigenden Biopolymeren fiihren. Lan* ' 
gere Spacer fuhren zu einer unnotigen Vergeudung des 
innerhalb der Poren zur Verfugung stehenden freien 
Raumes. ohne den Wirkungsgrad der Affinitatsliganden 
zuerhohen. . 

In den nachfolgenden Bezugsbeispielen 1st die Her- 
stellung von einigen Kieselsauregelen beschrieben, die 
oberflachlich so aktiviert sind, daB sie verschiedene Affi- 
nitatsliganden schonend kovalent binden kdnnen. In den 
anschlieBenden Beispielen ist beschrieben. wie spezielle 
Affinitatsliganden oberflachlich kovalent gebunden 
werden und die so entstandenen porosen Kieselsaure- 
gele zur effizienten Affinitatschromatographie der ent- 
sprechenden Biopolymeren eingesetzt werden konnen. 

Bezugsbeispiel 1 

Synthese von Diol-Kieselsauregel 



50 g poroses Kieselsauregel mit einer PorengroBe 
von 100 nm und einer ParukelgroBe von ca. 60 uj« wer- 
den in einem 500 ml Dreihalskolben bei einem Druck 
von < 1 mbar 12 Stunden bei einer Temperatur von 
25 150°C getrocknet und aktiviert Nach dem Abkuhlen 
wird beluftet und mit 50 ml destilliertem y-Glycidylox- 
ypropyltrimethoxysilan in 200 ml absolutem Toluol und 
1 ml absolutem Tributylamin versetzt Die Umsetzung 
erfolgt 12 Stunden bei 111°C, der RuckfluBtemperatur 
30 von Toluol. Nach der Reaktion wird das Produkt Epoxy- 
Kieselsauregel abgesaugt und zweimal rait 250 ml Tolu- 
ol, dreimal mit 250 ml Aceton und zweimal mit 0.005 M 
HC1 gewaschen und abgesaugt Das Epoxy-Kieselsaure- 
gel wird in 250 ml 0,005 M HCI suspendiert und in 2 
35 Stunden bei 90° C die Epoxy-Gruppe zur Diol-Gruppe 
gespalten. 

Das Produkt Diol-Kieselsauregel wird abgesaugt, 
funfmal mit H2O und zweimal mit Aceton gewaschen 
und bei 50° C getrocknet 

40 

Bezugsbeispiel 2 

Aktivierung von Diol-Kieselsauregel mit Tosylchlorid 

45 50 g trockenes Diol-Kieselsauregel mit lOOnm Po- 
rengroBe, synthetisiert nach Bezugsbeispiel 1, wird in 
einem 500-ml-Dreihalskolben bei einem Druck von 
< 1 mbar 2 Stunden bei 70° C getrocknet, um eventuell 
vorhandene Feuchtigkeit zu entfernen. Nach der Trock- 
50 nung wird beluftet und mit 250 ml absolutem Aceton 
und 1 ml absolutem Pyridin versetzt, die Suspension im 
Vakuum entgast und an einen Ruhrer angeschlossen. Zu 
dieser Suspension werden 10 mmol Tosylchlorid, geldst 
in 50 ml absolutem Aceton, unter standigem Ruhren 
55 langsam zugetropft Nach der Reaktion bei Raumtem- 
peratur 20 bis 24° C fur 30 Minuten wird das Tosyl-akti- 
vierte Kieselsauregel abgesaugt und mit Aceton, Ace- 
ton : 2 mM HCI der Zusammensetzungen 75 : 25, 50 : 50, 
25 : 75 gewaschen und abschlieBend mit 1 mM HCI ge- 
60 waschen, abgesaugt und gefriergetrocknet 

Bezugsbeispiel 3 

Aktivierung von Diol-Kieselsauregel mit 
65 Trichlormethansulfonsaurechlorid 

50 g trockenes Diol-Kieselsauregel mit 250 nm Po- 
rengrdBe, synthetisiert nach Bezugsbeispiel 1, wird in 
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cinem 500-ml-Dreihaiskolben bei eincm Druck von 
< 1 mbar 2 Stunden bei 70° C getrocknet um event uell 
vorhandene Feuchtigkeit zu entfernen. Nach derTrock- 
nung wird beluftet und mit 250 ml absolutem Aceton 
und 1 ml absolutem Pyridin versetzt und an einen Run- s 
rer angeschlossen. Die Suspension wird unter Vakuum 
entgast und mit einem Eisbad auf 0°C gekuhlt Zu dieser 
Suspension werden lOmmol Trichlormethansulfonsau- 
rechlorid, geldst in 50 ml absolutem Aceton, unter stan- 
digem Ruhren langsam zugetropft Nach der Reaktion io 
bei 0°C far 30 Minuten wird das Trichlormethansulfon- 
saurechlorid-aktivierte Kieselsauregel abgesaugt und 
mit Aceton, Aceton : 2 mH HCI der Zusammensetzun- 
gen 75 : 25, 50 : 50, 25 : 75 gewaschen und abschlieBend 
mit 1 mM HQ gewaschen und gefriergetrocknet is 

Bezugsbeispiel 4 



Aktivierung von Dio-Kieseslauregel mit 
2,4,6-Trinitrobenzolsulfonsaurechlorid 
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50 g trockenes Diol-Kieselsauregel mit 500 nm Po- 
rengrdBe, synthetisiert nach Bezugsbeispiel 1, wird in 
einem 500-ml-Dreihalskolben bei einem Druck von 

< I mbar 2 Stunden bei 70°C getrocknet, um eventuell 25 
vorhandene Feuchtigkeit zu entfernen. 

Nach der Trocknung wird beluftet und mit 250 ml 
absolutem Aceton und 1 ml absolutem Pyridin versetzt 
und an einen Ruhrer angeschlossen. Die Suspension 
wird unter Vakuum entgast und mit einem Eisbad auf 30 
0°C gekuhlt Zu dieser Suspension werden lOmmol 
2,4,6-Trinitrobenzolsulfonsaurechlorid, geldst in 50 ml 
absolutem Aceton, unter standigem Ruhren langsam zu- 
getropft Nach der Reaktion bei 0°C fur 30 Minuten 
wird das 2,4,6-Trinitrobenzolsulfonsaurechlorid-akti- 35 
vierte Kieselsauregel abgesaugt und mit Aceton, Ace- 
ton : 2 mM HCI der Zusammensetzungen 75 : 25, 50 : 50, 
25 : 75 gewaschen und abschliefiend mit 1 mM HCI ge- 
waschen und gefriergetrocknet. 

40 

Bezugsbeispiel 5 

Aktivierung von Diol-Kieselsauregel mit 
2^ r 2-Trifluorethansulfonsaurechlorid(Tresylchlorid) 

50 g trockenes Diol-Kieselsauregel mit tOOOnm Po- 
rengroBe, synthetisiert nach Bezugsbeispiel 1, wird in 
einem 500-ml-Dreihalskolben bei einem Druck von 

< 1 mbar 2 Stunden bei 70°C getrocknet, um eventuell 
vorhandene Feuchtigkeit zu entfernen. Nach der Trock- 50 
nung wird belOftet und mit 250 ml absolutem Aceton 
und I ml absolutem Pyridin versetzt und an einen Ruh- 
rer angeschlossen. Die Suspension wird unter Vakuum 
entgast und mit einem Eisbad auf 0°C gekuhlt Zu dieser 
Suspension werden 10 mmol Tresylchlorid unter standi- 55 
gem Ruhren langsam zugetropft Nach der Reaktion bei 
0°C fur 30 Minuten wird das Tresylchlorid-aktivierte 
Kieselsauregel abgesaugt und mit Aceton, Ace- 
ton : 2 mM HCI der Zusammensetzungen 75 : 25, 50 : 50, 
25 : 75 gewaschen und abschliefiend mit 1 mM HCI ge- w 
waschen und gefriergetrocknet 

Beispiel 1 

Reinigung von Human-Immunglobulinen (lgG) mit 65 
Protein A-Affinitatschromatographie 

A: 10 g Sulfonylchlorid aktiviertes Kieselsauregel mit 
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iiner PorengrdBe von 100 nm werden in 50 ml 0,1 M 
Na-Phosphatpuffer, pH 8,0, suspendiert und im Vakuum 
entgast Zu dieser Suspension werden 300 mg Protein A 
(aus Staphyloccus aureus oder recombinantes Protein 
A) gelost in 15 ml 0,1 M Na-Phosphatpuffer, pH 8,0, zu- 
gegeben. Die Suspension wird 6 Stunden bei 4°C ge- 
schuttelt um eine hohe Immobilisierung von Protein A 
zu gewahrleisten. Nach der Reaktion wird das Produkt 
Protein A- Kieselsauregel abfiltriert in 100 ml 0,1 M 
Mercaptoethanol, 0,1 M Na-Phosphatpuffer, pH 8,0, 
suspendiert und 2 Stunden geschiittelt um nicht abrea- 
gierte Sulfonylgruppen zu blockieren. Nach der Blok- 
kieningsreaktion wird das Produkt funfmal mit 0,1 M 
Na-Phosphatpuffer, pH 7.0, gewaschen. 

B: 10 g Protein A-KieselsauregeMOO nm (100 nm) 
werden in eine 1,27 cm x 15 cm Chromatographiesaule 
mit EinlaB- und Auslafiadapter gepackt und zweimal mit 
3 Saulenvolumina 0,1 M Na-Phosphatpuffer, pH 7,0, und 
2 Saulenvolumina 0,05 M Na-Citratpuffer, pH 3.0. gewa- 
schen und 0.1 M Na-Phosphatpuffer, pH 7,0, aquilibriert 
Die IgG-Probe, bestehend aus 1000 mg rohem Human- 
IgG, wurde in 100 ml 0,1 M Na-Phosphatpuffer, pH 7,0, 
gelost und mit einer FluBgeschwindigkeit von 10 ml/min 
auf die Saule adsorbiert Verunreinigungen mit anderen 
Proteinen und unspezifisch gebundenes lgG werden mit 
2 Saulenvolumina 0,1 M Na-Phosphatpuffer, pH 7,0, 
ausgewaschen und das spezifisch gebundene Human- 
IgG mit 0,05 M Citratpuffer, pH 3,0, und einer FluBge- 
schwindigkeit von 1 ml/min eluiert 

Die Bindekapazitat von Protein A- Kieselsauregel 
(PorengroBe 100 nm) wurde zu 25 mg IgG/ml Saulenvo- 
lumen bestimmt 

Beispiel 2 

Reinigung von Human-Immunglobulinen (IgG) mit 
Anti- H uman- IgG An tikorpern durch 
Affinitatschromatographie 

A: 200 mg Anti-Human-IgG Anukorper werden ana- 
log Beispiel 1 A an 10 g Sulfonyl aktiviertes Kieselsaure- 
gel mit einer PorengroBe von 250 nm immobilisiert 

B: Entsprechend Beispiel 1 B wird das Anti-Human- 
IgG Kieselsauregel-2500 in eine Chromatograhiesaule 
gepackt und aquilibriert Nach der Bindung von rohem 
Human-IgG werden die unspezifisch gebundenen Pro- 
teine mit 0,1 M Na-Phosphatpuffer, pH 7,0, ausgewa- 
schen und das spezifisch gebundene Human-lgG mit 
0,05 M Citratpuffer, pH 3,0, und einer FluBgeschwindig- 
keit von 1 ml/min eluiert Die Bindekapazitat von Anti- 
Human-IgG Kieselsauregel (PorengroBe 250 nm) wur- 
de zu 10 mg Human IgG/ml Saulenvolumen bestimmt 



Beispiel 3 

Reinigung von human IgM mit Maus Anti-human-IgM 
Antikorper Affinitatschromatographie 

A: 10 mg Anti-human-IgM Antikorper werden ana- 
log Beispiel 1 an 10 g Sulfonyl aktiviertes Kieselsaure- 
gel mit einer PorengroBe von 1000 nm immobilisiert 

B: Entsprechend Beispiel 1 B wird das Anti-human- 
IgM Antikorper-Kieselsauregel-lOOO in eine Chromato- 
grahiesaule gepackt und aquilibriert 

Nach der Bindung von rohem Human-IgM werden 
die unspezifisch gebundenen Proteine mit 0,1 M Na- 
Phosphatpuffer, pH 7,0, ausgewaschen und das spezi- 
fisch gebundene Human-IgM mit 0,05 M Citratpuffer, 
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.pH 3,0,undeinerFluBgeschwindigkeitvon 1 ml/minelu- 
icrt Die Bindekapazitat von Maus Anti-Human- IgM 
Kieselsauregel (Porengrdfle 1000 nm) wurde zu 0,75 mg 
IgM/mlSaulenvolumcnbestimmt 

Patcntansprfiche 

1. Vcrfahren zur Abtrcnnung und Reinigung von 
Biopolymeren mit Hilfc von pordsem Kieselsaure- 
gel mit definierten engen PorengrbBenbereichen, 10 
welche jeweils das funf- bis zwanzigf ache der Gro- 
6e des zu reinigenden Materials aufweisen, da- 
durch gekennzeichnet daB die Biopolymere durch 
Affinitatschromatdgraphie an oberftechlich uber 
Kupplungsreagenzien kovalent an das Kieselsaure- is 
gel gebundenen Antikorpern oder anderen mehr 
oder weniger groBen Substanzen, wie Protein A, 
mit spezifischer Affinitat zu den zu reinigenden 
Biopolymeren als Affinitatsliganden, abgetrennt 
und gereinigt werden. 20 

2. Verfahren gemiB Anspruch U dadurch gekenn- 
zeichneu daB Kieselsauregel verwendet werden 
mit definierten engen PorengrbBen im Bereich von 
50 bis 1000 nm. 

3. Verfahren gemsiB einem der AnsprOche 1 und/ 25 
oder X dadurch gekennzeichnet, daB das zu reini- 
gende Material Proteine, Glykoproteine und/oder 
Nukleinsaurensind. 

4. Verfahren gemaB einem der Anspruche 1 und/ 
oder % dadurch gekennzeichnet, daB das zu reini- 30 
gende Material Viren oder Vaccine sind. 

5. Verfahren gemaB einem der Anspruche 1 und/ 
oder X dadurch gekennzeichnet, daB das zu reini- 
gende Material Zellorganellen sind 

6. Verfahren gemaB einem der Anspruche 1 und/ 35 
oder X dadurch gekennzeichnet, daB das zu reini- 
gende Material prokaryotische oder eukaryotische 
Zellen sind. 

7. Verfahren gemaB einem der Anspruche 1 und/ 
oder X dadurch gekennzeichnet, daB das zu reini- 40 
gende Material Micellen. VesikeL Chylomikronen, 
VLDL-, LDL- und/oder HDL-Lipoproteine sind. 

8. Verwendung von porosem Kieselsauregel mit 
definierten engen PorengroBenbereichen, welche 
jeweils das funf- bis zwanzigfache der GroBe des zu 45 
reinigenden Materials aufweisen mit oberflachlich 
durch Kupplungsreagenzien kovalent gebundenen 
Antikorpern oder anderen mehr oder weniger gro- 
Ben Substanzen, wie Protein A, mit spezifischer Af- 
finitat zu den zu reinigenden Biopolymeren als Aff i- 50 
nitatsliganden, zur Trennung und Reinigung von 
Biopolymeren. 
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